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論　文　の　内　容　の　要　旨
　単細胞緑藻クラミドモナスは，環境中の幅広い CO2 濃度変化に応答して順化する能力を有している。低
CO2 環境では，無機炭素濃縮機構を構築し，CO2 利用効率を向上させ，高い光合成能を維持することが明
らかにされている。一方，高 CO2 環境では，無機炭素濃縮機構が消失するが，高 CO2 環境への順化過程
で新たに誘導される機構の存在については未解明のままであった。これまで，高 CO2 順化機構の研究は，
高 CO2 条件下で特異的に誘導されるタンパク質や遺伝子の情報がないために進展が遅れてきた。本論文は
クラミドモナスが高 CO2 条件下でペリプラズムに de novo 合成される新規の糖タンパク質 H43（High-CO2 
inducible43-kD protein）が高 CO2 誘導性である性質を利用して，転写および翻訳レベルでの発現を詳細に
解析することによって，細胞がどのような仕組みで CO2 濃度変化を感知するかを解析したものである。
　光独立栄養下において，低（0.036％）CO2 条件で培養したクラミドモナスを高（3％）CO2 条件へ移したとき，
ペリプラズムに H43 タンパク質が誘導される。そこで，転写レベルでの H43 発現の経時変化を詳細に解析し，
H43 の発現が CO2 濃度依存的に，0.3％以上の高 CO2 シグナルに対して非常に早い応答をすることを示した。
クラミドモナスに対する唯一の有機炭素源である酢酸添加条件下では，呼吸が増大して CO2 放出量が増大
し，それが H43 の発現を誘導する可能性が推定された。そこで，低 CO2/ 酢酸添加条件で H43 の発現が誘
導されるかを調べた結果，酢酸分子そのものや代謝速度の増大が H43 発現に寄与した可能性は低いと判断
出来る知見を得た。そこで，呼吸欠損株（チトクロム呼吸を欠く dum- 株）を用いて，H43 の発現誘導は，
酢酸代謝の結果生じた CO2 濃度の増大がシグナルとなることを明らかにした。
　次に，放射能ラベルした酢酸（4C-acetate）の動態を調べ，細胞外に放出された 4CO2 量が細胞内酢酸代
謝によって生じた CO2 量を反映することを見出した。その際，細胞内
4C 溶存無機炭素蓄積量の測定と酢酸
添加条件での H43 の発現解析を行い，H43 の発現誘導は，細胞内に蓄積された CO2 ではなく細胞外に放出
された CO2 量と比例関係があることを見出した。さらに，低 CO2/ 酢酸条件下において，光化学系Ⅱ阻害剤
3-（3，4-dichlorophenyl）-，-dimethylurea（DCMU）により光合成 CO2 固定反応を阻害し，細胞外 CO2
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濃度の急激な増大と急速な H43 の発現誘導を見た。以上より，酢酸を炭素源とする従属的条件下では，酢
酸代謝によって生じた CO2 は細胞外の CO2 濃度を増大させ，間接的に高 CO2 状態を作り出すことにより，
H43 の発現を誘導すると結論した。
　H43 のアミノ酸配列と 32％の identity を示す海産性単細胞緑藻クロロコッカムの HCR（High-CO2 
response）（Sasaki et al. 998）は，高 CO2 かつ鉄欠乏条件下で誘導される機能未知タンパク質として報告
されている。そこで，鉄律速条件下で H43 の発現が誘導されるかを調べたところ，鉄欠乏により細胞外の
CO2 濃度が変化して H43 の発現誘導を起こすのでなく，鉄欠乏のシグナルが独立的に H43 の発現を誘導す
ることを見出した。高 CO2 条件を与えた場合，）鉄欠乏条件下で発現誘導することが知られている三価鉄
還元酵素の活性が検出されなかったこと，および 2）ICP-AES 法により細胞内の鉄含量が鉄欠乏レベルま
で低下していないことを確認したことから，細胞の生理条件の変化により生じた間接的な鉄欠乏状態により
H43 の誘導が引き起こされた可能性を否定した。以上は，CO2 のシグナルは鉄シグナルとは独立に H43 の
発現を誘導することを示すと同時に，H43 を高 CO2 応答性マーカーとして利用出来ることを示すものである。
　次に，高 CO2/ 酢酸非添加および低 CO2/ 酢酸添加の両条件下で，細胞表層タンパク質を変性する膜不透
過性のリジン残基修飾剤 4，4'-dithiocyanatostilbene-2，2' -disulfbnic acid（DIDS）の影響を調べ，H43 発
現の完全抑制を確認した。さらに，DIDS が特異性の低いクロライド（Cl -）チャネル阻害剤としても知ら
れているため，他のクロライドチャネル阻害剤 5-nitro-2-（3-phenylpropylamino）benzoic acid（NPPB）が
H43 の発現に影響しないことを確認した。このことから，DIDS の効果は，クロライドチャネルの阻害によ
るものではなく，細胞外の CO2 センサーまたはその機能に関わるタンパク質のリジン残基の修飾によるも
のと推定した。一方，他の膜不透過性のチオール基修飾剤であるメルサリル酸添加下では，いずれの条件下
でも H43 の発現は無添加のコントロールに比べて促進された。この結果は，クラミドモナスが細胞表層に
タンパク質性の CO2 感知機構を有することを示すものであり，その CO2 感知機構において，リジン残基お
よびチオール基がその活性を維持するために重要な役割を担っている可能性を示すものである。
　本論文では，クラミドモナスは細胞表層に局在するタンパク質性の CO2 感知機構によって，細胞内の
CO2 よりはむしろ，細胞外の CO2 を感知して環境中の様々な CO2 濃度に順化することを明らかにした。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本論文は，高 CO2 誘導性のタンパク質 H43 をツールとして用い，光合成単細胞藻類の CO2 感知機構に関
する解析を行った結果を報告したものである。細胞外のみならず，細胞内の CO2 濃度をも有機炭素源の供
給により生理学的に変化させ，その濃度を測定し，H43 の誘導との関連を転写および翻訳レベルで詳細に解
析したものである。その結果，細胞外表面のタンパク質を介することによって，細胞内よりはむしろ細胞外
CO2 濃度変化に応答して CO2 誘導性タンパク質の遺伝子発現が開始されることを示す重要な知見を得たも
のであり，高く評価されるべきものと判断された。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
